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The role and mechanism of high expression of cyclin B2 in MEN1 insulinoma
WU Ting*, HUANG Xiao-Hua
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Abstract: Multiple endocrine neoplasia type 1 (MEN1) is a dominantly inherited tumor syndrome characterized by development of 
various combinations of tumors in multiple endocrine glands, including the pituitary, parathyroid or pancreas. MEN1 results from mu-
tations in tumor suppressor gene Men1, which encodes nuclear protein menin. Menin has been shown to preferentially repress cell 
proliferation in endocrine tissues including pancreatic beta cells. Herein, the present study was to explore the potential mechanisms 
underlying menin in repressing cell proliferation in mice MEN1 insulinoma. In the Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), Ccnb2 
(encoding cyclin B2) was up-regulated in pancreatic islets of Men1-excised mice after 14-day tamoxifen-feeding. Immunofluores-
cence with antibody against cyclin B2 revealed that the expression of cyclin B2 was greatly increased in MEN1 insulinoma. In 
Men1−/− cells, Men1 ablation leaded to an increase in cyclin B2 expression. Immunofluorescent staining by phospho-H3S10 antibody 
revealed the increasing number of Men1−/− cells in mitosis. Cells were seeded at a density of 5 × 104, then counted on day 2, 4 and 6, 
and the cell growth curve revealed Men1 ablation increased the cell proliferation. In contrast, knockdown of cyclin B2 by shRNA di-
minished the number of cells in mitosis and reduced cell proliferation. Further, chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay indicated 
that menin affected the histone modification of the promoter of Ccnb2 by reducing the level of histone H3 lysine 4 tri-methylation 
(H3K4me3) and histone H3 acetylation but not affecting the level of histone H3 lysine 9 tri-methylation (H3K9me3) or histone H3 
lysine 27 tri-methylation (H3K27me3). Our results suggest that menin may inhibit MEN1 insulinoma by suppressing cyclin B2 ex-
pression via histone modification. 
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多发性内分泌肿瘤 1 型 (multiple endocrine neo-








疾病 [3–5]。此外，Men1 编码的核蛋白 menin 过表达
可抑制致癌性 Ras 转化的 NIH3T3 细胞的增殖，抑
制移植到裸鼠体内的肿瘤发生以及抑制胰岛瘤细胞







卵母细胞中注射 cyclin B 的 mRNA，能促进卵母细
胞的成熟，主要是促进了有丝分裂促进因子 (mitotic 
promoting factor, MPF) 的活性 [7]。抑制 cyclin B 的
表达，则蛙卵母细胞停止分裂 [8]。Cyclin B 高表达
促进了细胞周期的进程，促进了细胞的快速增殖。
在一些癌组织中均发现 cyclin B2 的过表达，如结
肠癌 [9]、肺癌 [10] 等。本研究旨在揭示 menin 如何
修饰 cyclin B2 的表达调控 MEN1 胰岛瘤的生长。
1  材料和方法
1.1  小鼠　　Men1l/l 小鼠及 Men1l/l Cre-ER 小鼠均由
美国宾夕法尼亚大学医学院华先欣教授提供，用于
构建条件敲除 Men1 小鼠，具体方法参考文献 [11]。
Men1l/l 小鼠在 Men1 基因的第 3 外显子和第 8 外显
子的两侧有 loxP 位点。Cre-ER 小鼠由 floxed Men1 
(Men1l/l, FVB/129Sv) 小鼠和含有 Cre-ERT2 (129Sv/
C57BL6J) 的小鼠杂交产生。
1.2  细胞培养　　Men1−/−MEF 细胞 (menin 缺失的
MEF 细胞 )，Men1+/+ MEF 细胞 (menin 过表达的 MEF
细胞 )，其中，Men1−/− MEF 细胞来源于 Men1+/− 小
鼠杂交后 9.5 天的 Men1−/− 小鼠胚胎。A549 细胞和
293T 细胞均使用含 10% 胎牛血清的细胞培养基
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Gibico)，
加入 100 units/mL 青链霉素 (GIBCO, 15140) 培养。
1.3  试剂　　Cyclin B2 shRNA (Open Biosystems, 
RMM4534) ；免疫染色质沉淀 ChIP 试剂盒 (Quick-
ChIPTM, IMGENEX Corporation) ；乙酰化组蛋白
H3 抗体 (17-615, Millipore)；H3K4me3 抗体 (17-614, 
Millipore) ；组蛋白 H3 抗体 (ab1791, Abcam) ；IgG
抗体 (ab46540-1, Abcam) ；H3K9me3 抗体 (ab1220, 
Abcam) ；H3K27me3 抗体 (ab6002, Abcam) ；menin
抗体 (BL342; Bethyl Laboratories) ；cyclin B2 抗体
(sc-22776, Santa Cruz) ；phospho-Histone H3 (Ser 10)
抗体 (9701, Cell Signaling) ；goat anti-rabbit IgG (H+L)-
HRP conjugate (Bio-Rad)。
1.4  组织切片免疫荧光染色　　制作石蜡切片，4 
μm 厚，进行常规脱蜡和入水，用 10% 羊血清在室
温下封闭 1 h ；cyclin B2 一抗和胰岛素一抗 4 ℃孵
育过夜，PBS 洗 2 次，每次 5 min；用 PBS 稀释二抗，
同时加入 DAPI，将混合液加入培养板中，避光孵
育 1 h ；弃二抗，用 PBS 洗 3 次， 每次 5 min ；用
Fluoro Gel (Electron Microscopy Sciences) 进行封片；
在荧光显微镜下观察并拍照。
1.5  基因芯片分析　　对 Men1l/l Cre-ER 小鼠喂养它
莫西酚 (tamoxifen)14 d 后诱导 Men1 在小鼠胰岛细
胞中条件敲除 (Men1Δ/Δ)。收集对照组 Men1l/l 小鼠
及条件敲除组 Men1Δ/Δ 小鼠的胰岛提取 RNA，进行
cDNA microarray 分析，通过基因富集分析 (GSEA)
方法分析 cyclin B2 基因 Ccnb2 的表达。
1.6  细胞生长曲线　　在第 0 天的时候，将 MEF 细
胞以 5 × 104 的密度接种在 6 孔板 (Corning) 的细胞
培养板中，每个样品平行接种三个，在第 2 天、第
4 天和第 6 天的时候分别用胰酶 (0.25% trypsin-ED-
TA, Gibco) 消化细胞，于细胞计数板上计数。
1.7  Western Blotting　　RIPA (R0278, Sigma) 裂解
液裂解 MEF 细胞，收集上清；于 4%~12% Bis-Tris
胶 (NP0321, Invitrogen NuPAGE) 进行电泳，100 V
电压，120 min ；电泳结束后进行转膜，采用 0.2 µm
的 PVDF 膜 (LC2002, Invitrogen)，150 mA 转膜 90 
min ；转膜结束后用丽春红进行染色确定转膜效果
和蛋白上样量是否一致；10% 脱脂奶粉的 PBST ( 含
0.1% Tween20 的 PBS) 进行封闭，室温 2 h ；用封
闭液稀释一抗，在 4 ℃孵育过夜；弃一抗，用
PBST 清洗 3 次，每次 10 min ；与二抗在室温下孵
育 1 h，PBST 清洗 3 次，每次 10 min ；用 ECL 试
剂盒 (RPN2106, GE) 显色，用 X 光片曝光和显影。
1.8  RNA 提取和 RT-PCR　　1 mL TRIzol (Invitro-
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gen) 裂解细胞；加入 0.2 mL 氯仿，激烈振荡 15 s，
室温孵育 3 min ；在 4 ℃，以 12 000 r/min 离心 5 
min；吸取水相转移到另一个干净的 eppendorf 管中；
加入 1 倍体积的 70% 乙醇，混匀；采用 Qiagen 
RNeasy Mini Kit (Qiagen) 提取 RNA ；用 RNase-free
的水溶解 RNA ；以 1 μg RNA 为模板，以 Super-
Script III First-Strand Synthesis System for RT-PCR 的
试剂盒 (18080-051, Invitrogen)，将 RNA 逆转录成
第一条链的 cDNA ；以第一条链的 cDNA 为模板，
采用试剂盒 SYBR Green PCR kit (Qiagen) 进行实时
定量 PCR (7500 Fast Real-Time PCR System, Applied 
Biosystems)，每个样本平行上三个样，以 GAPDH
为内参。目的基因 Cyclin B2 的引物序列如下：上
游引物：5’-GCTCTGCCCACCAAAGTGACAAAT-3’ ；
下游引物：5’-TCGATCTTGCAGAGCAGAGCATCA-3’。
1.9  细胞免疫荧光染色　　将 MEF 细胞以 1.5 × 104 
的密度接种在预先放入玻片的 24 孔板的细胞培养
板 (Corning) 中，在 37 ℃细胞培养箱中培养 48 h ；
吸去培养基，用 PBS 轻轻润洗 1 遍，吸去 PBS ；加
入预冷的 pH 7.4 的 PBS 配制的 4% paraformalde-
hyde (15710, Electron Microscopy Sciences) 固 定 细
胞，室温 15 min ；吸去固定液，用 PBS 洗两次，每
次 5 min ；加入含 0.25% Triton X-100 的 PBS 通透
细胞，室温 10 min ；PBS 洗 3 次，每次 5 min ；加
入含有 10% 羊血清的 PBST 封闭，室温 30 min ；将
一抗用封闭液稀释，加入培养板中，4 ℃孵育过夜；
弃掉一抗，用 PBS 洗 3 次，每次 5 min ；用 PBS 稀
释二抗，同时加入 DAPI，将混合液加入培养板中，
避光孵育 1 h ；弃二抗，用 PBS 洗 3 次，每次 5 
min ； 用 Fluoro Gel (Electron Microscopy Sciences)
进行封片；在荧光显微镜下拍照。
1.10  免疫染色质沉淀 (ChIP)　　使用 ChIP 试剂盒
(QuickChIPTM, IMGENEX Corporation)，按照试剂盒
中说明书的步骤进行操作。ChIP 实验中所用到的 4
对 cyclin B2 启动子的引物序列：Cyclin B2-P1 ：
5’-GAAATGTCAGATTTGGGCGAAGGG-3’ 和 5’-AGT-
GCCAGCAGAACGACTTGAGAT-3’ ；Cyclin B2-
P2 ： 5’-AGCCAGCCAATCAACGTGCAGAAA-3’ 和 
5’-TGACGCACTATTGGGTAGACGCAC-3’；Cyclin 
B2-P3 ：5’-TCTACCCAATAGTGCGTCAGC-3’ 和 
5’-AAGTGCGGACGAGGCACA-3’。
1.11  Cyclin B2 的 shRNA 序列　　具体序列见表 1。
表 1. Cyclin B2的shRNA序列
Table 1. shRNA sequences for cyclin B2
shRNA Sequence
sh1 CCGGGCTTCTCAGATCCTGTATGTACTCGAGTACATACAGGATCTGAGAAGCTTTTTG
             Sense                                                             Antisense
Sh2 CCGGGCGCTTCTCAGATCCTGTATGCTCGAGCATACAGGATCTGAGAAGCGCTTTTTG
                                 Sense                                                             Antisense
1.12  统计学分析　　两组间的比较用 Student’s t 检





对照组 Men1l/l 小鼠及条件敲除组 Men1Δ/Δ 小鼠
胰岛 cDNA microarray 分析显示，条件敲除 Men1
的小鼠胰岛细胞中 Ccnb2 表达增加 ( 图 1)。
2.2  Cyclin B2在小鼠MEN1胰岛瘤细胞中表达显著
增高 
在 Men1 基因杂合缺失 (Men1+/−) 的小鼠中，当
小鼠长到约 16 个月大的时候产生了垂体瘤、甲状
旁腺瘤和胰岛瘤 (MEN1 肿瘤 )，这在很大程度上模
拟了人的 MEN1 疾病。本文检测了 MEN1 疾病小
鼠的胰岛瘤组织和正常小鼠胰岛组织石蜡切片中
cyclin B2 表达量的变化。用 cyclin B2 抗体 ( 红色荧
光 ) 和胰岛素抗体 ( 绿色荧光 ) 进行免疫荧光实验，
用 DAPI 染细胞核 ( 蓝色荧光 )。与前面的 GSEA
结果一致的是，Men1 基因缺失小鼠的胰岛瘤组织
中 cyclin B2 的表达量比正常野生型小鼠的胰岛中
cyclin B2 的表达量显著增高 ( 图 2)。
2.3  细胞中menin的过表达抑制了cyclin B2的表达 
在细胞水平的研究上，本实验用 Western Blot-
ting 和实时定量 PCR 的方法分别检测 menin 敲除和
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menin 过表达的 MEF 细胞中 cyclin B2 的表达量。
结果显示在 menin 过表达的 MEF 细胞中 cyclin B2
的蛋白水平 ( 图 3A) 和 mRNA 水平都受到了显著的
抑制 ( 图 3B)。以 pMX-menin-puro 的质粒包装出逆
转录病毒转染 A549 细胞及 293T 细胞，利用嘌呤
霉素筛选出稳定过表达 menin 的细胞，实时定量
PCR 的方法显示 menin 的过表达抑制了细胞中 cy-
clin B2 的表达 ( 图 3C 和 3D)。
2.4  MEF细胞中Men1的敲除促进了细胞的有丝分
裂和细胞的生长 
组蛋白 H3 第 10 位的丝氨酸的磷酸化 (phos-
pho-H3S10) 是有丝分裂期细胞所特有的标志，它与
细胞有丝分裂期染色质的浓缩密切相关 [12–14]。
Menin 的缺失促进了 cyclin B2 的表达，而 cyclin B2
可以促进细胞的有丝分裂，因此，以磷酸化 H3S10
的抗体用于免疫荧光检测 menin 缺失和 menin 过表
达的 MEF 细胞中处于有丝分裂期的细胞数是否有
区别。随机选取了 5 个 200 × 显微镜视野下的细胞
( 约为 1 000 个细胞 ) 进行计数和统计分析，在 menin
缺失的细胞中，磷酸化 H3S10 阳性的细胞，即处于
有丝分裂期的细胞数约为 2% 左右，而在 menin 过
表达的 MEF 细胞中，处于有丝分裂期的细胞数不
到 1% ( 图 4A~G)。同时，细胞生长曲线的结果显示，
Men1 敲除后，细胞生长明显增快 ( 图 4H)。
2.5  MEF细胞中cyclinB2的敲低抑制了细胞的有丝
分裂和细胞的生长 
为了进一步验证 menin 通过抑制 cyclin B2 影响
了细胞的有丝分裂及细胞生长，本实验在敲除
图    2. Cyclin B2 在小鼠MEN1 胰岛瘤中高表达
Fig. 2. Cyclin B2 is up-regulated in mice MEN1 insulinoma.. A: DAPI staining for the nucleus in normal pancreatic islet from wild-
type mouse. B: Immunofluorescent staining with insulin antibody in normal pancreatic islet from wild-type mouse. C: Immunofluo-
rescent staining with cyclin B2 antibody in normal pancreatic islet from wild-type mouse. D: Merge of DAPI staining and cyclin B2 
antibody staining in normal pancreatic islet from wild-type mouse. E: DAPI staining for the nucleus in mice MEN1 insulinoma. F: 
Immunofluorescent staining with insulin antibody in mice MEN1 insulinoma. G: Immunofluorescent staining with cyclin B2 antibody 
in mice MEN1 insulinoma. H: Merge of DAPI staining and cyclin B2 antibody staining in mice MEN1 insulinoma. Scale bar, 100 μm.
图   1. 基因芯片结果显示敲除Men1的小鼠胰岛细胞中Ccnb2
表达上调
Fig. 1. Ccnb2 (encoding cyclin B2) is up-regulated in Men1-
excised pancreatic islets by Gene Set Enrichment Analysis. 
Pancreatic islets were isolated from control Men1l/l (n = 8 mice) 
or Men1l/l Cre-ER mice (n = 6 mice) 14 d after tamoxifen (TAM) 
feeding and processed for RNA isolation and cDNA microarray 
analysis. Mean ± SD, **P < 0.01 vs Men1l/l.
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图   3. 细胞中Menin的过表达抑制了cyclin B2的表达
Fig. 3. Over-expression of menin decreases the level of cyclin B2. A: Western blotting analysis results in Men1−/− and Men1+/+ MEFs. B: 
qRT-PCR analysis in Men1−/− and Men1+/+ MEFs. C: qRT-PCR analysis results in A549 cells and A549 cells over-expressing menin. D: 
qRT-PCR analysis results in 293T cells and 293T cells over-expressing menin. Mean ± SD, n = 3; **P < 0.01.
图    4. Menin缺失促进了细胞的有丝分裂和细胞增殖
Fig. 4. Increased percentage of cells in mitosis and cell proliferation in Men1−/− MEFs as compared with Men1+/+ MEFs. A: DAPI 
staining for the nuclear DNA in Men1−/− MEFs. B: Immunofluorescent staining with phospho-H3S10 antibody in Men1−/− MEFs. C: 
Merge of DAPI staining and phospho-H3S10 antibody staining in Men1−/− MEFs. D: DAPI staining for the nuclear DNA in Men1+/+ 
MEFs. E: Immunofluorescent staining with phospho-H3S10 antibody in Men1+/+ MEFs. F: Merge of DAPI staining and phospho-
H3S10 antibody staining in Men1+/+ MEFs. G: The percentage of mitotic cells in Men1−/− MEFs and Men1+/+ MEFs based on the im-
munofluorescent staining for histone H3S10 phosphorylation. H: Cell growth curve of Men1−/− MEFs and Men1+/+ MEFs. Scale bar, 
100 μm. Mean ± SD, n = 3; *P < 0.05, **P < 0.01 vs Men1+/+. 
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menin 的 MEF 细胞中敲低 cyclin B2 的表达，以两
个独立的构建在 pLKO.1 质粒上的 shRNA (Sh1 和
Sh2) 包装慢病毒，分别稳定转染 menin 敲除的 MEF
细胞，Western Blotting检测 cyclin B2敲低的效果 (图
5A)。免疫荧光检测 cyclin B2 敲低的细胞中处于有
丝分裂期细胞数的百分比，及细胞生长曲线检测细
胞的生长速度。结果显示，在 menin 敲除的细胞中
由于 cyclin B2 的敲低，处于有丝分裂的细胞比例
下降 ( 图 5B)，细胞生长速度也明显下降 ( 图 5C)。
2.6  在敲低cyclin B2的MEF细胞中重新导入cyclin B2
后细胞的生长速度和细胞有丝分裂比例得到了恢复 
将表达 cyclin B2 的 pCDNA3 质粒瞬时转染到
cyclin B2 敲低的 MEF 细胞中，Western Blotting 检
测 cyclin B2 补充的效果 ( 图 6A)。细胞生长曲线和
免疫荧光实验结果揭示在敲低 cyclin B2 的细胞中
重新导入 cyclin B2 后，细胞的生长速度和细胞有
丝分裂比例得到了恢复 ( 图 6B 和 6C)。为了排除导
入质粒本身影响了细胞表现的可能性，分别比较了
在敲低 cyclin B2 的细胞中导入 pCDNA3 空载体和
表达 cyclin B2 的 pCDNA3 质粒的细胞生长曲线 ( 图
6D) 和细胞进入有丝分裂期的比例 ( 图 6E)。实验






menin 可与甲基转移酶 MLL[17, 19–24]、EZH2 [25] 和去
乙酰基酶等作用影响组蛋白 H3K4、H3K27 及乙酰
化等的修饰，从而影响基因的转录。采用 ChIP 的
方法研究 menin 对 Ccnb2 转录起始位点附件的启动
子区组蛋白 H3 甲基化和乙酰基化修饰的影响。在
cyclin B2 启动子上设计了 3 对 PCR 引物用于 ChIP
实验，其中 P1 位于转录起始位点上游 700 和 800 
bp 的位置，P2 和 P3 在转录起始点上游 100 bp 和
下游 100 bp 之内。结果显示，在转录起始位点附近
menin 下调了组蛋白 H3 第 4 位赖氨酸的三甲基化
(H3K4me3，图 7A) 和 H3 乙酰化水平 ( 图 7D)，而
对组蛋白 H3 第 9 位赖氨酸 (H3K9me3，图 7B) 和




体于 ChIP 实验，实验结果显示，在 menin 缺失和
menin 过表达的细胞中，结合在 Ccnb2 启动子上的
组蛋白 H3 的水平并没有改变 ( 图 7E)，说明组蛋白
修饰水平的变化并不是由于组蛋白结合的变化引起
的。同时，在 ChIP 实验中，以 IgG 抗体作为阴性
对照，结果见图 7F。
3  讨论
胰岛瘤是 MEN1 中常见的肿瘤。Men1 基因编
码的蛋白 menin 能有效地抑制细胞的增殖和肿瘤的
发生。有研究表明 menin 的敲除促进了细胞周期
图    5. Men1−/− MEF细胞中cyclin B2的敲低抑制了细胞的有丝分裂和细胞的生长
Fig. 5. Decreased percentage of cells in mitosis and cell proliferation in cyclin B2 knock-down Men1−/− MEFs. A: Western Blotting 
analysis of cyclin B2 level in the cyclin B2 knock-down cells and control cells. B: The percentage of M phase cells in control cells (2.526 ± 
0.180) and cyclin B2 shRNA 1 (0.736 ± 0.100) or 2-transduced cells (0.965 ± 0.180), based on immunofluorescent staining for histone 
H3S10 phosphorylation. Mean ± SD, n = 5. C: Cell growth curve of the indicated cells. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05, **P < 0.01 vs sh1 
or sh2.
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图   6. 在敲低cyclin B2的细胞中重新导入cyclin B2后细胞的生长速度和细胞有丝分裂比例得到了恢复
Fig. 6. Expression of cyclin B2 rescues the phenotype of the shRNA-expressing cells. A: Western Blotting analysis of cyclin B2 level 
in the cyclin B2 knock-down cells and control cells after Fugene-mediated transfection of cyclin B2 cDNA. B: Cell growth curve of 
the indicated cells. n = 3. C: The percentage of mitotic cells of the indicated cells, based on immunofluorescent staining for histone 
H3S10 phosphorylation. n = 5. D: Cell growth curve of the cyclin B2 shRNA1- or shRNA2-knockdown cells that were transfected 
with either control pCDNA3 or pCDNA3-cyclin B2 cDNA. n = 3. E: The percentage of M phase cells in cells described in D, based 
on immunofluorescent staining for histone H3 S10 phosphorylation. n = 5. Mean ± SD, *P < 0.05, **P < 0.01 vs sh1(2) + pCDNA3.
G1/S 期的进程和细胞的增殖 [26]，从而促进了胰岛
瘤的发生。本研究显示，在 MEN1 胰岛瘤中 cyclin 
B2 的表达显著增高；menin 的缺失促进了细胞周期




分裂因子 MPF 的重要组成之一，cyclin B2 表达的
抑制会影响 MPF 的活性，从而使细胞周期 G2/M
期的进程和细胞的有丝分裂受到抑制。为了进一步
证实 menin 的缺失通过上调 cyclin B2 的表达而影
响细胞的增殖和细胞的有丝分裂，本实验在 menin
敲除的细胞中进一步敲低 cyclin B2 并检测细胞生
长曲线和细胞有丝分裂的标志物——磷酸化的
H3S10 的表达。在敲低 cyclin B2 的 Men1−/− 细胞中，
细胞增殖和细胞的有丝分裂均受到了抑制，而当瞬
时转染补充 cyclin B2 后，细胞的增殖和有丝分裂
的比例又得到了恢复。这些结果均表明 menin 通过
抑制 cyclin B2 的表达而抑制了细胞的增殖。此外，
我们推测 menin 还可能影响了其它与细胞周期 G2/M




的转录。研究表明 menin 可与甲基转移酶 MLL 相
互作用，通过上调组蛋白 H3K4 的甲基化水平从而
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促进了细胞周期蛋白依赖性激酶 (CDK) 抑制剂
p18Ink4c 和 p27Kip1 的表达 [22, 27]。相反，menin 通过与
去乙酰基转移酶 HDAC 相互作用而抑制 JunD 激
活的转录 [28]。本研究显示 menin 过表达抑制了
Ccnb2 启动子上组蛋白 H3 的乙酰化和 H3K4 的三












menin 可能通过影响 Ccnb2 启动子区组蛋白 H3K4
的三甲基化水平和组蛋白 H3 乙酰化水平抑制了 cy-
clin B2 的转录，从而抑制细胞的有丝分裂和细胞增
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